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摘要 :【 目的 】 谷 氧 还 蛋白 (glutaredoxin，Grx) 是 生物 体内 依赖 硫 醇 的 抗 氧化 酶 ,在 生物 氧化 胁迫 和 
细胞 凋 亡 等 许多 重要 的 生命 活动 中 发 挥 作用 。 本 研究 旨 在 测定 钳 菜 夜 蛾 Spodoptera exigua & Aik 
蛋白 家 族 成 员 SeGrxl 的 基因 序列 以 及 酶 催化 反应 特性 ,为 揭示 其 在 昆虫 体内 功能 商定 基础 。【 方 
法 】 以 前 期 获得 的 甜菜 夜 蛾 转录 组 数据 为 基础 ,采用 RACE-PCR 技术 克隆 甜菜 夜 蛾 Grxl 基因 
cDNA 全 长 序列 。 将 甜菜 夜 蛾 Crxl 基因 的 ORF 序列 连接 至 pET-16b 原核 表达 载体 ,转化 至 大 肠 杆 
Escherichia coli BL21 菌株 中 ,IPTG 族 导 融合 蛋白 表达 后 用 镍 柱 和 Superdex75/200 分 子 得 纯化 ; 
采用 荧光 酶 标 仪 测定 纯化 的 SeGrxl 的 活性 及 酶 促 反 应 动力 学 参数 。【 结果 】 甜 菜 夜 蛾 SeGrxl 基因 
(GenBank 登录 号 : MK318813) cDNA 全 长 738 bp ,其 中 5' 非 编码 区 长 40 bp,3' 非 编码 区 长 347 bp, 
开放 阅读 框 (ORF) 全 长 351 bp ,编码 116 个 氨基 酸 ,预测 蛋白 的 相对 分 子 量 为 12.57 kD ,活性 位 点 
为 CPYC ,为 双 青 基 谷 氧 还 蛋白 。SeGrxl 中 心 由 4 个 平行 和 反 向 平行 的 B-strand 混合 组 成 ,外 围 被 
5 个 a 螺旋 包围 。 成 功 构 建 pET-16b-SeGrxl 重组 质粒 并 在 大 肠 杆 菌 中 高 表达 ,经 过 诱导 和 纯化 条 
件 的 优化 ,获得 纯度 在 95% 以 上 的 SeGrxl 目的 蛋白 。 以 人 类 和 谷 氧 还 蛋白 hCGrxl 为 标准 ,SeGrxl 比 
活力 为 0.577 U/mg pro, 最 大 反应 速度 VV, 为 20.5 U/mg pro, 米 氏 常 数 天 ,为 14.3 nmol/L, [ 结 
论 】 本 研究 成 功 地 在 体外 大 量 表达 了 甜菜 夜 蛾 谷 氧 还 蛋白 SeGrxl , 并且 获 得 了 它 的 酶 促 动力 学 参 
数 ,为 进一步 挖掘 谷 氧 还 蛋白 的 生物 学 功能 ,探索 其 在 害虫 防治 中 的 应 用 提供 了 基础 。 
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SeGrx1 of the beet armyworm, Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae ) 
YANG Fu-Lai, ZHAO Zhen-Zhen, WANG Yue-Hua, ZHANG Lan* , ZHANG Yan-Ning, MAO Lian- 
Gang, JIANG Hong-Yun ( Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100193, China) 

Abstract; [ Aim] Glutardoxin (Grx) is a thiol-dependent antioxidant enzyme in organisms and plays 
roles in many important life activities including biological oxidative stress and cell apoptosis. This study 
aims to analyze the gene sequence of SeGrx1 of the beet armyworm, Spodoptera exigua, and its enzyme- 
catalyzed reaction characteristics, so as to lay a foundation for revealing the function of SeGrxl in S. 
exigua. [Methods] Based on the previously obtained transcriptome data of S. exigua, the full-length 
cDNA of Grxl gene was cloned by RACE-PCR. The ORF of the gene was linked to the prokaryotic 
expression vector pET-16b and expressed in Escherichia coli BL21 induced with IPTG. The fusion protein 
was purified by Ni-NTA chromatographic column and Superdex75/200 molecular sieve. The enzymatic 
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activity and catalytic kinetics of the purified SeGrxl were detected by fluorescence microplate reader. 
[ Results] The full-length cDNA of SeGrxl (GenBank accession no. ; MK318813) of S. exigua is 738 bp 
in length, with an open reading frame ( ORF) of 351 bp flanked by a 5’ non-coding region of 40 bp and 
a 3’ non-coding region of 347 bp. Bioinformatics and structure analysis showed that SeGrx1 consists of 
116 amino acids, with the predicted molecular weight of 12. 57 kD. SeGrxl belongs to dithiol 
glutaredoxin characterized by including a CPYC active site. SeGrxl is composed of four parallel and 
antiparallel B-strands in the center, which are surrounded by five a-helixes. The recombinant plasmid 
pET-16b-SeGrx1 was successfully constructed and highly expressed in E. coli. The target protein SeGrxl 
with the purity of more than 95% was obtained by optimizing the induction and purification conditions. 
With hGrx1 of human as the standard, the specific activity of the purified SeGrxl was 0.577 U/mg pro, 
the V „ value was 20.5 U/mg pro, and the K, value was 14.3 nmol/L. [Conclusion] In this study 
SeGrxl of S. exigua was successfully expressed in vitro, and its enzymatic kinetic parameters were 
obtained, providing a foundation for further exploring the biological function of this protein and its 
application in pest control. 
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甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua S$ JR F BE A 
( Lepidoptera ) X IRE} ( Noctuidae ) ,在 世界 范围 内 均 
有 分 布 ,可 取 食 130 余 种 农作物 和 蔬菜 , 食 源 性 广 、 
繁殖 能 力 强 .具有 很 强 的 抗 逆 能 力 和 成 虫 迁 飞 能 
是 极 难 防治 的 害虫 之 一 (Sun et al., 2015) 。 因 此 , 研 
发 以 甜 莱 夜 蛾 蛋白 酶 为 特异 杀 虫 药剂 作用 靶 标 的 环 
境 和 谐 性 农药 对 于 有 效 控制 该 虫 为 害 具 有 重要 意义 。 

谷 氧 还 蛋白 (glutaredoxin，Grx) 是 生物 体内 依 
赖 硫 醇 的 抗 氧化 酶 ,因为 依赖 谷 胱 甘 肽 才能 还 原核 
苷 酸 还 原 酶 的 二 硫 键 被 鉴定 出 来 ( Missner et al., 
1998) ,广泛 存在 于 各 种 生物 体内 且 功 能 高 度 保守 
(Holmgren, 1976)。Grx 通过 可 逆 性 谷 胱 甘 肽 化 修 
饰 蛋 白质 上 特定 的 氨基 酸 残 基调 节 和 蛋白 质 功能 , 维 
持 和 调控 细胞 内 氧化 还 原状 态 及 相关 的 信号 途径 ， 
参与 生物 体内 电子 传递 以 及 铁 代 谢 等 重要 生理 活 
动 , 在 生物 氧化 胁迫 、 细 胞 调 亡 等 许多 重要 的 生命 活 
动 中 发 挥 作用 ,目前 是 国内 外 信号 转 导 及 疾病 治疗 
靶 和 蛋白 的 研究 热点 。 至 今 为 止 , 在 酿酒 酵母 
Saccharomyces cerevisiae 中 共 发 现 8 个 Grxs ,以 数字 
分 别 命名 为 Grxl -8( Abdalla et al., 2018 ) 。 通 过 xy 
射线 晶体 学 和 核磁 共振 光谱 方法 解析 其 晶体 结构 ， 
发 现 Grxl 具有 典型 的 CPYC 双 琉 基 活 性 位 点 ,只 
一 个 谷 氧 还 蛋白 结构 域 ,N 端 无 信号 肽 结构 ,主要 由 
SH a 螺旋 包围 4 个 B 折 二 组 成 (Coppo et al., 
2019; Sousa et al., 2019) 。 其 中 研究 发 现 Grxl 对 氧 
化 剂 高 度 敏 感 ,特异 性 地 催化 还 原 特定 的 靶 标 蛋白 
质 , 具 有 保护 细胞 、 抗 氧化 的 重要 功能 ( Ye et al., 
2014; Manta et al., 2019)。 如 哺乳 动物 细胞 毒性 试 







































































验 表明 ,Grxl 可 以 用 来 降解 除草 剂 2,4- 二 氧 茶 氧 基 
乙酸 的 毒性 ,产生 羟基 自由 基 , 防 止 2,4- 二 握 茶 氧 
基 乙 酸 的 危害 (Liu et al., 2013 ) 。 在 人 类 及 哺乳 动 
物 模 型 中 ,Grxl 作为 细胞 内 氧化 还 原 态 势 的 重要 调 
节 和 蛋白 功能 已 经 得 到 一 定 明确 , 并 发 现 其 对 人 类 
大 疾病 如 阿尔 茨 海 默 病 ,血色 素 沉 着 病 .由 金森 病 和 
癌症 具有 调控 功能 (Sabens et al., 2010; Levin et 
al., 2018; Li et al., 2018; Branco et al., 2020), [ia 
着 蛋白 修饰 \, 信 号 转 导 以 及 蛋白 质 组 学 等 方面 研究 
的 深入 ,结合 各 种 技术 挖掘 Grxl 对 细胞 氧化 还 原 态 
势 调 节 作用 及 机 理 ,对 于 深刻 认识 Crxl 对 人 类 疾病 
的 调控 以 及 药物 开发 都 十 分 重要 。 

国内 外 关于 昆虫 Grx 的 研究 较 少 , 仅 有 几 种 昆 
虫 的 Grx 基因 被 分 类 鉴定 ,并 初步 研究 了 其 在 氧化 
胁迫 中 的 抗 氧化 功能 (Li et al., 2018 ) 。 在 模式 昆虫 
fig Fe Drosophila melanogaster 中 有 报道 人 类 
Grxl 直系 同 源 基 因 CG6852 在 果 晶 血液 重金 属 铜 平 
衡 中 具有 重要 的 调节 作用 (Mercer and Burke, 2016) 。 
在 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 中 ,共有 3 个 Grx 基因 
( HaGrx, HaGrx3 和 HaGrx5 ) 被 鉴定 , 当 棉 铃 虫 受到 
非 正 常温 度 胁迫 和 H,O, Ab SERS , HaGrx, HaGrx3 和 
HaGrx5 表达 量 发 生 改 变 , 作 者 推测 其 在 棉铃 虫 保护 
组 织 免 受 氧 化 胁迫 损伤 中 发 挥 重要 作用 (Zhang et 
al., 2016) 。 但 这 些 研 究 中 ,关于 昆虫 Grx 基础 生物 
学 特性 及 抗 氧化 机 制 并 没有 得 到 系统 深入 的 研究 。 

本 研究 中 ,利用 本 课题 组 前 期 已 经 获得 甜菜 夜 
蛾 脂肪 体 细 胞 IOZCAS-Spex- 开 转录 组 数据 ,克隆 甜 
菜 夜 蛾 谷 氧 还 蛋白 1 基因 SeCrxl ,构建 原核 蛋白 表 
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达 系 统 ,纯化 SeGrxl 蛋白 ,并 测定 SeGrxl 和 蛋白 酶 活 
性 和 催化 动力 学 参数 ,以 期 为 明确 谷 氧 还 蛋白 在 昆 
虫 氧化 胁迫 及 凋 亡 等 生命 活动 中 的 作用 机 理 提供 理 
论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 昆虫 细胞 

甜菜 夜 蛾 中 肠 脂 肪 体 细胞 TOZCAS-Spex- I ,由 
中 国 科 学 院 动 物 研 究 所 提供 (Zhang et al., 2012), 
细胞 培养 于 Grace 昆虫 培养 基 (10% 胎 牛 血清 ， 
Invitrogen, CA, 美国 ) ,其 培养 条 件 为 26 + 1%C ,RH 
70% ~80% ,每 6 d 传代 1 次 。 
1.2 实验 材料 

KIA Escherichia coli DHSa 感受 态 细 胞 和 
BL21(E3 ) 戎 株 , 购 自 天 根 生 化 (北京 ) 有 限 公 司 ; 原 
核 表 达 载 体 (pET-16b ) 和 基因 克隆 载体 (pGEM-T 
Easy Vector System) , 购 自 Promega 公司 ;RACE 试剂 
盒 (SMARTer@ RACE cDNA Amplification Kit) 、 
DNA 聚合 酶 (Ex Taq® ), DNA Marker ( DL1000 和 
DL2000) , 4 A TaKaRa 257] ;Hind M, Xho 工 内 切 酶 
以 及 T4 DNA 连接 酶 , 购 自 New England Biolabs 公 
FJ; RNA 提取 试剂 盒 (RNeasy@ Mini Kit), JW A 
QIAGEN 公司 ; DNA 纯化 提取 试剂 盒 (EasyPure@ 
Quick Gel Extraction Kit) 和 反 转 录 试 剂 盒 (TransSceript 
One-step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix ) , 




















购 自 全 式 金 公司 ; BG A BE GE Be HP 和 分 子 篇 
(Superdex75 和 Superdex200 ) , 购 自 GE Healthcare 公 
司 ; IG A AIA OA OP Wr ik FH) ZF ( Fluorescent 
Glutaredoxin Assay Kit 96 Well) , IMCO Corporation 
Ltd AB 公司 产品 ; 异 丙 基 B-D- AR F FL HE T 
(IPTG ) 等 常用 分 子 和 生化 试剂 , 均 购 上 自 北京 博 奥 拓 
ARRA RAST. 
1.3 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 基因 序列 克隆 

分 别 按照 RNA 提取 试剂 盒 (RNeasy@ Mini Kit) 
和 反 转 录 试 剂 盒 (TransScript One-step gDNA 
Removal and cDNA Synthesis SuperMix ) 说 明 书 方法 
进行 甜菜 夜 蛾 中 肠 脂肪 体 细胞 I0ZCAS-Spex- 卫 总 
RNA 提取 和 cDNA 合成。 根据 本 课题 组 前 期 已 获 
得 的 甜菜 夜 蛾 转录 组 数据 ,利用 Primer Premier 6. 0 
软件 和 RACE 试剂 盒 说 明 书 分 别 设计 特异 性 引物 和 
RACE 扩 增 引物 ( 表 1) ,RACE 试剂 盒 (SMARTere 
RACE cDNA Amplification Kit) 和 DNA 聚合 酶 (Ex 
Taq® ) 进行 PCR 和 RACE 扩 增 。 针 对 获得 的 
SeCrxl 部 分 序列 及 其 5' 和 3' 端 序列 ,使 用 DNAMAN 
软件 进行 拼接 ,获得 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 基因 全 长 。 通 
过 NCBI 数据 库 的 Open Reading Frame Finder 预测 
开放 阅读 框 (ORF) ,并 设计 特异 性 引物 进行 ORF 扩 
增 (Ex Taq® ) ,PCR 产物 纯化 后 连接 至 pGEM-T Easy 
Vector System 载体 ,转化 大 肠 杆 菌 DH5a 感受 态 细 
胞 , 挑 取 阳 性 克隆 进行 PCR 检测 并 送 公司 进行 测序 。 
























































R1 引物 信息 

Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5 -3') 产物 长 度 (bp) 用 途 
Primers Primer sequences Product size Purpose 
Grx-181-F TATGAACTGGATGAGCGCGA 
Grx-306-R CTTGACGTCAGAGCCTCCTC a 
Grx-004-F GGCTCTCTGGCAAGCAAAAT rae 扩 增 中 间 片 段 
Grx-200-R TCGCGCTCATCCAGTTCATA Amplification of the intermediate fragment 
Grx-197-F GCGACGATGGTACAGCGAT 
Grx-342-R GAGCATGGGCTCTAGTTTGC 19 
Grx-038-3N GCGAGTTCGCAAGAAATACAGCA 670 3’ RACE 
Grx-273-5N TIGCCATTGATGAACACTTGAGGTA 341 5’ RACE 
Grx1 -Hind-F CAAGCTTGAAGCTTATGATGGGCTCTCTGGCAAGCA 378 扩 增 全 长 序列 
Grx1-Xho-R CCTCGAGGTCTAGATTATCCAATGAGCATGGGCTC Amplification of full-length sequence 


下 划 线 为 酶 切 位 点 The restriction sites were underlined. 


1.4 生物 信息 学 分 析 

将 获得 的 SeGrxl 基因 利用 DNAMAN 翻译 的 相 
应 氨基 酸 序 列 进行 分 子 量 大 小 和 等 电 点 以 及 多 序列 
对 比 ,通过 NCBI Conserved Domains Search 在 线 数 
据 库 预测 蛋白 质 家 族 和 活性 位 点 (https: // www. 
ncbi. nlm. nih. gov’) 。 用 MEGA7.0 软件 构建 系统 























发 育 树 。 使 用 Phyre2 在 线 工 具 预 测 蛋 白质 的 三 维 
结构 (http: // www. sbg. bio. ic. ac. uk/phyre2/html/ 
page. cgi? id = index) 。 
1.5 SeGrxl 原核 表达 

将 克隆 质粒 pGEM-T Easy-SeGrx] 和 原核 表达 
载体 pET-16b 分 别 进 行 Hind Ill Fl Xho | WAV Ati 
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化 回收 目的 产物 ,T4 DNA 连接 酶 连接 转化 至 大 肠 
杆菌 BL21(E3 ) , 涂 布 含 氨 东 青霉素 (Amp) 的 固体 
LB 培养 基 37% 过 夜 培养 , 挑 取 阳性 克隆 ,进行 菌落 
PCR 和 质粒 酶 切 鉴 定 。 将 阳性 克隆 接种 于 含 氨 苯 
青霉素 (100 pg/mL) AY LB 液体 培养 基 中 ,恒温 培养 
至 0Duo 为 0.6~0.8 时 加 入 IPTG 至 其 终 浓度 为 
0.4 ~1.0 mmol/L, 25 ~ 37 220 r/min 诱导 4 ~8 
h。 离 心 收集 重组 菌 体 后 ,SDS-PAGE 检测 蛋白 表 
A ,确定 最 佳 诱 导 表 达 条 件 为 IPTG 终 浓度 0. 5 
mmol/L, 30% , 220 r/min 诱导 4 h, 
1.6 SeGrxl 融合 蛋白 纯化 

按照 1.5 节 获 得 的 最 佳 诱导 表达 条 件 将 阳性 克 
隆 菌株 大 量 诱导 表达 后 ,收获 菌 体 , 冰 中 超声 破碎 后 
离心 收集 上 清 与 提前 平衡 好 的 Ni 柱 相 结合 ,用 含 0， 
20, 50 和 100 mmol/L 咪唑 的 平衡 液 洗 脱 杂 和 蛋白 ,用 
含 200, 300 Fil 500 mmol/L 咪唑 的 平衡 液 来 梯度 洗 
脱 目的 融合 蛋白 , SDS-PAGE 检测 蛋白 纯化 效果 。 
合并 纯化 融合 蛋白 样品 ,TEV 酶 切除 标签 ,TEV 酶 
YJ His 标签 蛋白 与 TEV 酶 质量 比分 别 为 4: 1, 2:1, 
1:1, 1:1.25, 1:2.5 和 1:5 进 行 酶 切 比 例 筛选 。 然 
后 ,将 含有 融合 蛋白 的 洗 脱 液 ,在 含有 0.5 mmol/L 
EDTA 和 1 mmol/L DTT 的 反应 体系 中 按照 质量 比 
为 2:5( 融 合 和 蛋白 : TEV) pA TEV iif, 30°C fig] 2 h 
切除 融合 蛋白 HIS 标签 。 用 超 滤 管 浓缩 除 盐 除 气 ， 
Superdex 75/200 分 子 第 进一步 纯化 SeGrxl 蛋白 , 纯 
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化 蛋白 进行 Western blot 验证 ,其 中 SeGrxl 多 克隆 
抗体 为 山东 济南 安博 特 生物 科技 有 限 公司 制备 。 
1.7 酶 活性 及 酶 促 反应 动力 学 参数 测定 

按照 试剂 盒 说 明 书 进行 谷 氧 还 蛋白 比 活力 及 酶 
动力 学 参数 测定 。 酶 促 反 应 体系 (100 pL) :反应 组 
冲 液 10 pL, B-NADPH 0.5 uL, GSH 50 mmol/L, 
酵母 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 10 nmol/L, MERE m 50 pL。 
在 标准 酶 促 反 应 条 件 下 ,使 用 全 波长 多 功能 酶 标 仪 
记录 反应 液 30 min 在 520 nm 激发 光 下 的 545 nm 
发 射 光 值 。 以 人 类 谷 氧 还 蛋白 酶 1(hGrxl ) 标准 品 
测定 标准 曲线 ,计算 SeGrxl 比 活力 。 酶 动力 学 测定 
时 ,荧光 底 物 醇 母 谷 胶 甘 肽 还 原 酶 浓度 设置 为 100， 
50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 和 1.56 nmol/L。 实 验 设 
3 次 重复 ,采用 双 倒 数 作 图 法 计算 VF Kno 


2 结果 


2.1 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 基因 克隆 与 生物 信息 学 分 析 
通过 对 甜菜 夜 蛾 转录 组 数据 分 析 获 得 的 甜菜 夜 
峨 Grxl 基因 片段 进行 克隆 ,获得 SeGrel 部 分 序列 
及 其 5' 和 3' 端 序列 。 结 果 显 示 甜 菜 夜 蛾 SeGrxl 基 
cDNA 全 长 为 738 bp (GenBank 登录 号 : 
MK318813) ,其 中 5' 非 编码 区 长 40 bp,3' 非 编码 区 
长 347 bp ,开放 阅读 框 (ORF ) 全 长 为 331 bp( 图 1)， 
编码 116 个 氨基 酸 。 预 测 蛋 白 分 子 质量 为 12. 57 
kD ,等 电 点 (pI) 为 8.45 ,不 含 信 号 肽 序列 。 
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图 1 甜菜 夜 峨 SeGrxl 基因 序列 扩 增 


Fig. 1 


Amplification of SeGrxl gene sequence of Spodoptera exigua 


M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1 -4: 125 bp 中 间 片 段 的 PCR 产物 PCR product of the intermediate fragment of 125 bp; 5 -8: 
196 bp 中 间 片 段 的 PCR 产物 PCR product of the intermediate fragment of 196 bp; 9 - 12: 145 bp 中 间 片 段 的 PCR 产物 PCR product of the 
intermediate fragment of 145 bp; 13; 3’RACE 产物 3'RACE product (670 bp); 14-16; 5'RACE 产物 5'RACE product (341bp) ; 17; SeGrxl 基因 
全 长 cDNA 的 PCR 产物 PCR product of the full-length cDNA of SeGrxl gene (351 bp). 
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NCBI Blast 数据 显示 获得 的 甜菜 夜 蛾 谷 氧 还 蛋 
白 氨 基 酸 序列 隶属 于 人 类 GRX human class 1 and 2 
(h_1_2)-like 亚 家 族 , 与 酿酒 酵母 Saccharomyces 
cerevisiae Grxl 和 Grx2 氮 基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 
33.06% 和 31. 47% ,但 是 酿酒 酵母 Cn2 在 N 端 合 
有 信和 号 肽 序列 。 因 此 ,我们 确认 本 研究 中 获得 的 甜 
菜 夜 蛾 胱 天 蛋白 酶 为 Crx1。 甜 菜 夜 蛾 SeCrxl 与 鳞 
WHH EEA Bombyx mori, 棉铃 虫 Helicoverpa 


jay 
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armigera 和 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 的 lal PR ASEM 
序列 进行 多 重 比 对 ,与 家 看 BmGrxl 同 源 性 最 高 , 序 
列 一 致 性 为 81. 03% , 与 斜纹 夜 蛾 SIGrx1-like 氨基 
酸 序列 一 致 性 最 低 , 为 67.80% 。 它 们 都 具有 5 个 a 
螺旋 4 个 B 折 莅 等 保守 序列 ,含有 经 典 的 
KXXCPYC 众 化 位 点 特征 残 基 ,CPYC 为 双 琉 基 活 性 
位 点 , 且 只 有 这 一 个 谷 氧 还 蛋白 结构 域 ,为 双 琉 基 谷 
氧 还 蛋白 (图 2) 。 
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图 2 4 种 昆虫 Crxl 和 蛋白 氨基 酸 序 列 比 对 


Fig. 2 Amino acid sequence alignment of Crxl proteins in four insects 





Grxl 蛋白 来 源 物种 及 GenBank 登录 号 Source species of Grxl proteins and their GenBank accession numbers; HmGrx1 : 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
(AMW64458.1); BmGrxl: ZÆ Bombyx mori (NP_001040246.1) ; SeGrxl : 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua (MK318813.1) ; SlGrxl-like: 斜纹 夜 蛾 





Spodoptera litura ( XP_0228230651 ) . 





利用 Phyre2 在 线 工 具 预 测 甜 菜 夜 蛾 SeGrxl Br 
白 的 三 维 结构 。 预 测 结果 显示 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 在 
数据 库 中 与 人 类 Grx2 氮 基 酸 序列 覆盖 度 为 93% , 
一 致 性 为 40% ,三 维 结构 预测 结果 可 信和 度 100% 。 
预测 结果 为 SeGrxl 中 心 由 4 个 平行 的 和 反 向 平行 





























的 B 折 羡 混合 组 成 ,外 围 被 5 个 a 螺旋 包围 。 
2.2 SeGrxl 系统 发 育 和 蛋白 相互 作用 网 络 预测 
应 用 MEGAT. 0 中 的 邻接 法 , 对 甜菜 夜 蛾 
SeGrxl 和 其 他 11 种 昆虫 的 Grxl 基因 构建 系统 发 育 
树 ( 图 3)。 如 图 所 示 , BE FE WE IR Amyelois transitella 


HIRR H Papilio xuthus (NP_001299560.1) 





KRAHE Papilio polytes (XP_01348303.1) 

家 看 Bombyx mori (NP_001040246.1) 

小 菜 峨 Plutella xylostella (XP_011560257.1) 
甜菜 夜 蛾 Sodopyera exigua (MK318813.1) 

IBF REM Amyelois transitella (XP_013198529.1) 


JAAR AR HIE Bicyclus anynana (XP_023942642.1) 





斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura (XP_0228230651.) 


MERIR Heliothis virescens (PCG76376.1) 











0.35 


图 3 邻接 法 构建 的 基于 氨基 酸 序列 的 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 与 其 他 11 种 昆虫 Grxl 蛋白 系统 发 育 树 (1 000 次 重复 ) 











棉铃 虫 Helicoverpa armigera (AM W64458.1) 
Se YE Pieris rapae (XP_022130267.1) 


埃及 伊 蚊 4edes aegypti (ABF18388.1) 

















Fig. 3 Phylogenetic tree of SeGrx1 of Spodoptera exigua and Crxl proteins from other 11 insect species constructed by 


neighbor-joining method based on the amino acid sequences (1 000 replicates ) 
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和 丛林 斜 眼神 蝶 Bicyclus anynana Grxs 聚 为 一 个 分 
支 ,同时 又 和 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 聚 为 同一 分 支 ,表明 
这 3 个 物种 在 进化 上 距离 较 近 。 

利用 DNAMAN 翻译 的 相应 氨基 酸 序列 ,输入 到 


化 酶 (SOD) ,以 及 过 氧化 物 还 原 酶 3 和 6(PRDX3 和 
PRDX6 ) ,这 些 蛋 白 的 主要 功能 具有 相似 性 ,通过 调 
节 细 胞 内 氧化 还 原状 态 而 参与 多 种 细胞 生理 过 程 ， 
表明 SeGrx2 在 保护 昆虫 组 织 免 受 氧化 胁迫 损伤 中 





STRING 在 线 工 具 , 预测 蛋白 相互 作用 网 络 。 因 昆 
虫 谷 氧 还 蛋白 研究 本 身 较 少 ,在 选择 分 类 时 ,我 们 选 
择 人 类 基因 组 进行 ,输入 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 的 氨基 酸 
序列 ,bit score 最 高 的 是 人 类 谷 氧 还 蛋白 2( CLRX2 ) , 
与 2.1 节 中 三 维 结构 预测 选择 人 类 谷 氧 还 蛋白 2 作 
为 模板 相 一 致 。 因 此 ,以 人 类 谷 氧 还 蛋白 2 作为 模 
板 进行 相互 作用 网 络 预测 。 预 测 结果 表明 与 目标 蛋 
白人 类 谷 氧 还 蛋白 2 存在 已 知 、 预 测 或 其 他 相互 作 
用 关系 的 蛋白 有 硫 氧 还 蛋白 (TXN ) , 谷 氧 还 蛋白 酶 
3 和 5(GLR3 和 GLR5 ) , 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 (CSR) , BE 
脂 过 氧化 氧 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 4(GPX4) , 硫 氧化 
还 蛋白 2(TXN2 ) ,过 氧化 氧 酶 (CAT) , 超 氧 化 物 歧 
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可 能 发 挥 重要 作用 。 
2.3 重组 质粒 pPET-16b-SeGrxl 构建 及 原核 表达 
图 4 所 示 , 相 比 空 载体 ,携带 重组 质粒 pET-1 6b- 
SeGrxl 菌株 在 OD 值 为 0.6, 0.8 和 1.0 时 经 IPTG 
诱导 后 ,裂解 液 上 清 中 呈现 明显 多 出 蛋白 条 带 , 大 小 
约 为 16 kD ,与 预期 重组 蛋白 大 小 相符 合 , 且 当 菌 液 
OD oo) =0.6 时 ,诱导 表达 目的 蛋白 条 带 相 对 OD 值 
为 0.8 和 1.0 时 较为 明显 , 且 在 上 清 液 总 蛋白 含量 
比率 较 高 。 因此 ,诱导 表达 条 件 为 当 菌 液 OD600 = 
0. 6 时 加 入 终 浓度 为 0.5 mmol/L fy IPTG 在 30% 下 
诱导 4 h。 














4 MERKIR SeGrxl 融合 蛋白 的 诱导 表达 


Fig. 4 Inducible expression of the fusion protein SeGrx1 of Spodoptera exigua 


M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1, 3, 5: 携带 





组 质粒 pET-16b-SeGral 菌株 在 0Dsm 值 为 1.0, 0.8 和 0.6 时 经 IPTG 诱 


导 的 裂解 液 上 清 总 蛋白 Total protein in the supernatant released from bacteria cells carrying the recombinant plasmid pET-16b-SeCrxl after IPTG 


induction at the ODeo values of 1.0, 0.8 and 0.6, respectively; 2, 4, 6: #8 








带 pET-16b 空 载体 的 菌株 在 ODeoo 值 为 1.0, 0.8 和 0.6 时 经 IPTG 诱 





导 的 裂解 液 上 清 总 蛋白 Total protein in the supernatant released from bacterial cells carrying the empty vector pET-16b after IPTG induction at the 
OD) ¢o9 values of 1.0, 0.8 and 0.6, respectively. 图 中 箭头 所 示 为 融合 蛋白 His-SeGrx1, The possible locations of the induced fusion protein His- 


SeGrxl] are indicated with arrow heads. 


2.4 融合 蛋白 纯化 及 验证 

SDS-PAGE 结果 (图 3) 显示, 含有 目的 融合 蛋 
白 的 上 清 液 过 Ni-TNA 柱 后 , 目的 融合 蛋白 能 够 有 
效 挂 柱 , 用 含有 0, 20 和 50 mmol/L 咪唑 的 洗 脱 液 
能 够 洗 脱 杂 蛋白 ,而 含有 200 和 300 mmol/L 咪唑 的 
洗 脱 液 能 够 洗 脱 目 的 融合 蛋白 ,融合 蛋白 条 带 清晰 ， 








分 子 量 大 小 约 16 kD 左右 ,与 预测 目标 蛋白 大 小 
致 。 因 此 , 融合 蛋白 纯化 条 件 为 先 用 含有 0, 20 和 
50 mmol/L 咪唑 洗 脱 液 能 够 洗 脱 杂 和 蛋白 ,而 后 用 含 
有 200 mmol/L 咪 唑 的 洗 脱 液 洗 脱 目的 融合 蛋白 。 
图 6(A) 显示 切除 His 标签 后 的 目的 蛋白 分 子 
量 大 小 在 13 kD £ Æ - H Superdex 75/200 4) F ‘fi 
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图 5 SDS-PAGE 检测 纯化 的 His-SeGrxl 融合 蛋白 


Fig. 5 SDS-PAGE analysis of 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 上 清 总 蛋 
the total supernatant after running through Ni-NTA column; 3 -9: 分 另 


the purified fusion protein His-SeGrx1 
H} Total supernatant protein; 2; 上 清 液 过 Ni 柱 流出 蛋白 Eluted protein from 
上 为 含有 0, 20, 50, 100, 200, 300 和 500 mmol/L WK MEE H HVE BL AE F 




















Collected fractions after washing Ni-NTA column with wash buffer containing 0, 20, 50, 100, 200, 300 and 500 mmol/L iminazole, respectively. 图 中 


箭头 所 示 为 诱导 的 融合 蛋白 His-SeGrxl 。The possible locations of the 
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induced fusion protein His-SeGrx1 are indicated with arrow heads. 
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图 6 His-SeGrxl 融合 蛋白 His 标签 切除 与 纯化 的 SDS-PAGE (A) 和 Western blot (B) 验证 
Fig. 6 Removal of His-tag from His-SeCrxl fusion protein and purification of SeCrxl detected 


by SDS-PAGE (A 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: His 标签 S 
TEV 酶 质量 比分 别 为 4:1, 2:1, 1:1,1:1.25, 1:2.5 和 1:5 Removal 


) and Western blot (B) 
eGrxl 融合 蛋白 His-SeGrxl fusion protein; 2-8; TEV 酶 切 His 标签 蛋白 与 
of His-tag from His-SeGrx1 with TEV protease at ratios ( protein: TEV, w: w) of 





























4:1, 2:1, 1:1, 151.25, 1:2.5 and 1:5, respectively; 8 -9: Superdex 75/200 分 子 筛 纯化 SeGrxl 蛋白 SeGrxl purified by Superdex-75/200 size- 
exclusion columns; 10 - 13; Western blot 检测 纯化 SeGrxl 和 蛋白 Purified SeGrx1 detected by Western blot with anti-SeGrx1 polyclonal antibody. 图 中 第 


Sk AARON SeGrxl Æ Ho Possible locations of SeGrxl are indicated with 


进一步 纯化 目的 蛋白 。 纯 化 样品 SDS-PAGE 电泳 检 

测 ( 图 6: A, 泳 道 8 和 9) 及 Western blot 验证 纯化 

搜集 的 蛋白 就 是 SeGrx1, 同时 目的 蛋白 纯度 可 达 

95% 以 上 (图 6: B)。 

2.5 SeGrxl 蛋白 的 酶 活力 和 酶 动力 学 常数 
根据 试剂 盒 说 明 书 测定 纯化 SeGrx1 酶 比 活力 

和 动力 学 常数 ,用 人 类 谷 氧 还 蛋白 1(hGrxl ) 标准 


arrow heads. 


品 建立 标准 曲线 可 求 出 SeGrxl 酶 比 活力 为 0.577 
U/mg pro( 根 据 试 剂 盒 说 明 ,1 U 定义 为 在 20%C , pH 
7.5 条 件 下 , 1 nmol/L hGrxl 对 荧光 底 物 酵母 谷 胱 
甘 肽 还 原 酶 的 催化 能 力 ) (图 7: A)。 通 过 建立 的 
双 倒 数 曲线 ,得 到 动力 学 常数 最 大 反应 速度 Vi,、 
为 20.5 U/mg pro, 米 氏 常 数 天 为 14.3 nmol/L 
(图 7: B). 
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人 Fluorescence intensity per min 
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Reciprocal of enzymatic reaction rate 
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图 7 SeGrxl 蛋白 酶 活力 和 酶 动力 学 常数 
Fig. 7 The enzymatic activity and catalytic kinetics of the purified SeGrx1 
A: 以 人 类 谷 氧 还 蛋白 1(hGrxl ) 标准 品 建立 的 酶 反应 标准 曲线 The standard curve of enzymatic activity by taking hGrx1 of human as the standard; 
B: 双 倒 数 曲 线 法 测定 SeGrxl 最 大 反应 速率 和 米 氏 常数 Lineweaver Burk plots used to determine V,,,, and K,, of SeGrxl. V: 反应 速度 Velocity; 





























[S]: 底 物 浓度 Concentration of substrate. 


3 讨论 





本 研究 以 甜菜 夜 蛾 转录 组 数据 为 基础 ,克隆 了 
SeGrxl 基因 全 长 (GenBank 登录 号 : MK318813 ) , 开 
放 阅 读 框 (ORF) 长 351 bp ,编码 116 个 氨基 酸 。 在 
结构 上 ,SeGrxl 蛋白 中 心 含 有 4 个 平行 和 反 向 平行 
WEE, ARS 个 a 螺旋 包围 ,含有 经 典 的 
KXXCPYC 催化 位 点 特征 残 基 ,CXXC 为 双 琉 基 活 性 
位 点 , 即 SeGrxl 属于 双 琉 基 谷 氧 还 蛋白 (图 2)。 双 
琉 基 谷 氧 还 蛋白 在 生物 体内 有 多 种 功能 ,通常 都 是 
通过 CXXC 催化 位 点 催化 可 逆 的 二 硫 键 还 原 和 氧化 
反应 来 执行 (Foloppe and Nilsson, 2007) 。 这 些 预 测 
结果 表明 ，SeGrxl 的 结构 与 其 他 已 知 谷 氧 还 蛋白 在 
结构 上 明显 相似 ,具有 典型 的 谷 氧 还 蛋白 折 释 。 同 
时 催化 位 点 和 GSH 结合 口袋 氨基 酸 的 保守 性 也 表 
明 SeGrxl 具有 典型 的 谷 氧 还 蛋白 酶 活性 功能 。 

为 了 进一步 探究 谷 氧 还 蛋白 的 基础 生物 学 特 
性 ,我们 构建 了 pET-16b-SeGrxl 蛋白 表达 质粒 。 通 
过 优化 诱导 条 件 , 在 250 r/min 培养 大 肠 杆 菌 至 
0Dow 为 0.6 时 ,加 入 终 浓 度 为 0.5 mmol/L 的 IPTG, 
30% 继 续 培 养 4 h 诱导 融合 蛋白 表达 (图 4)。 可 溶 
性 SeGrx1-6 His 融合 蛋白 被 Ni-TNA 柱 吸附 结合 后 ， 
通过 优化 洗 脱 条 件 , 融 合 蛋 白条 带 清晰 ,分 子 量 大 小 
为 16 kD 左右 ,切除 标签 后 的 目的 蛋白 大 小 在 13 kD 























































































































左右 (图 5) ,和 理论 SeGrxl 蛋白 的 分 子 量 12.57 kD 
相符 。 经 过 Superdex 75/200 分 子 得 进一步 纯化 目 
的 蛋白 ,可 以 得 到 基本 无 杂 和 蛋白 、 纯 度 在 95% 以 上 
的 目的 蛋白 ,其 状态 均一 , 折 著 良好 ,Western blot 进 
一 步 验 证 收集 的 目的 蛋白 就 是 SeGrxl (6). AA 
还 蛋白 催化 的 氧化 还 原 反 应 主要 是 通过 Grx 中 的 半 
胱 氨 酸 (C) 基 团 催化 GSH 的 琉 基 (-SH-) 与 二 硫 键 
(-S-S-) 的 交换 反应 ,从 而 调节 蛋白 质 的 氧化 与 还 原 
态 ,维持 细胞 内 氧化 平衡 ( Galloglv et al., 2008, 
2009)。 体 外 测定 了 甜菜 夜 蛾 SeGrxl 对 GSH 依赖 
的 还 原 酶 的 氧化 能 力 ,SeGrxl 酶 比 活力 为 0.577 U/ 
mg pro, 最 大 反应 速度 WV, 为 20.5 U/mg pro, KR% 
IK, 为 14.3 nmol/L( 图 7)。 

本 研究 克隆 了 甜菜 夜 蛾 谷 氧 还 蛋白 基因 
SeGrxl ,在 通过 不 断 优化 诱导 和 纯化 条 件 获 得 了 高 
纯度 和 高 活性 的 SeGrxl 蛋白 ,并 发 现 酶 活性 和 催化 
活性 都 比较 高 ,为 深入 研究 谷 氧 还 蛋白 在 昆虫 氧化 
胁迫 及 将 亡 等 生命 活动 中 的 功能 提供 了 理论 基础 。 
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